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論文 内
容 要
 b目
 1緒論
 兎骨格筋からmicrosomefractlonとして得られるsarcoplasmicreticulumのfragment(S.
 R.F.)中に微量のOa赫が含まれていることは,Weberら(1963〕,Ebashi&Yamanouchi
 (1964),およびMakinose&Hasselbach(1965)らにより指摘されている。S.R,F.に含ま
ザ
 れるCaは筋肉収縮弛緩において制御的役割を担っていることが明らかにされている。一方S.
 R.F、が生理的機能をもっために必要な膜構造維持に微量のOaせが寄与していると考えられてい
 るが,この点については実験的証拠は得られていない。
 著者は,S.R・F・中の微量のCa什の変動をみるために,Ca1㏄inを用いる蛍光比色法による
ザ
 Gaの微量定量法を新らしく設定した後,その方法を利用して,種々の操作を加えたS.R.F,
 中のGa汁を定量し,Ga廿量の変動とS、R.F.のATP,Mg什存在下でのGa什のとり込み
 及びATPase活性との関係を追求し,S.R、F.中に存在するGa什は結合様式とS.R.F.にお
 ける役割から二つの型に区別されることを明らかにした。
 本論文はそれらの結果とその検討をまとめたものである。
 五Ca北einを用いる螢光比色法によるCaイオンの定量
 (1)蛍光比色法によるGaイオンの定量法
 S,R.F.中の微量のCa什を従来用いられている種々な方法によって定量することを試み
 たが,測定値の誤差及び定量の限界などのため満足な成績が得られなかった。Wallachらの3,
 6dihydroxy-2,4-bls〔N,N!一(Garboxymethy1)一amlnomethyl〕fluoranを用
 いての蛍光比色法によるGa++の微量定量法は適用の可能性が認められたが,その試薬は市販
 されていないので,市販されている金属指示薬のGalceinで代用する乙とを新しく
 試みた。
 Ga-Ga!ceincompLexはアルカリ性側で蛍光を発し,特にその際K+,Mg†等が共存し
 ても0昌骨の定量は妨害されなかった。Oalcein溶液を2NKOHでアルカリ性(pH13、4)に
ザ
 した後,Gaを加えた場合と加えない場合のactIGnspectraをAmincoBowm㎝SpectrG-
 photofluorometerを用いて測定すると,Ca廿を加えない場合でも加えた場合と同じ485mμ
 にpeakを持ち460-470mμに小さいshoulderを持つ極度に弱いspectraが得られた。この盲
 験のspectraは試薬溶液が古くなるほど大であり,測定の度に試薬を調製する必要が認められ
 使用する薬品及び器具らのOa什の混入をできるだけ防ぐように努めた結果,盲験値を十分
 に低くすることができた。これらの検討を経た後,定量法を設定した。
 5×10輔MGalceln溶液1mlに2NKOHlmlを加えてアルカリ性に》た後,1r7
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S
「
 moleのCaGO,を加え蒸留水で10m1にしたものの蛍光の強さを100%とし,同様の溶液ヰの
 GaGqの濃度を変えたものの蛍光の強さを測定した。なお,蛍光の測定は蛍光装置をつけた
 Hitachi139Spectrophotometerを用い,514・5mμの波長で行った。その結果08μ撃から
 3.6μ9のG、什の範囲で蛍光の強さは直線的に増加するので,上記の条件では乙の範囲のG才
 が定鑑できる乙とがわかった。
 (2)筋小胞体中のOaイオンの定量
 上記の方法は安定性はよく,蛋白変性剤であるperchloricacld(PGA)の影響は2%で
 はないが,同じく蛋白変性剤であるtrichloroaceticacid(TOA)は影響を及ぼし,エー
 テルでTGAを除去してもこの影響は除く,ことが出来なかった。このためS、R、F.の変性剤
 としてはPCAを用いることにした。兎骨格筋からEbashiらの方法でmicrosomefraction
 として調製したS、LF.をPGAで変性除蛋白後,PGAの終濃度を2%になるように稀釈
 した試料液のOぎillを上記の方法で定量した。その結果,0.075～OO78μmole/mgProtein
 の値が得られ,Ebashiらの成績よりやや高植であるが同じorderの値であってOa什の微量
 定量として十分に適用できる乙とが認められた。
 聾兎骨格筋小胞体に存在するCaイオンについて
 (1)筋小胞体に存在するGaイオンに及ぼす洗滌効果
 S.RF・のGa什の存在様式を明らかにするために,種々の条件のもとでの洗滌効果を検
 討した6洗滌は77,400×9,45分間の遠心分離によった。Ga什は上記のOalceinを用いる蛍光
 比色法で定量したが,S・R・F・を洗う際に使用する遠心管はPolycarbonate製のものが,洗
 滌中遠心管からのCa什の逸出が少なく適していた。また蛋白量20mgのS.R.F.を0,05M
 KGiを含むpH75の0・02MTris-acetatebufferでGa軒含量が最少になるまで洗うのに
 4回の洗滌が必要であった。
 intact標晶のOa什含量は±15%の測定誤差でmgprotein当り平均0、07μmoleであり,
 pH7、5のtris-acetate-KClbufferで4回洗滌(pH75洗滌標品)するとGa什含量
 は0・021μmole/mgproteinまで減少した。後者のGa什をS・R'Eにかたく結合してい
 るGa什とすると,0.049μmole/mgproteinのGa什はpH7.5のbufferによる洗滌で
 hypotonlcshockを受けてmedium中に放出され≠ことみられ,このOa廿はゆるやかに結合し
 ているOa什とみなしうる。またS、R.F、をATPとMg廿を含んだ上述のbufferで洗うと
 0・040μmole/mgproteinのGa廿量がS・R・Eに残るので,ATP-Mg什はS・R・F.か
 らGa什が放出されるものを防ぐ効果があるとみられる。ATP-Mg粁によるこのような保
 持効果からS.R.F.にゆるやかに結合しているGa廿はむしろ機能的役割をするとみなされ
 る。
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 次にS・RF・にかたく結合しているGa什は,5×10-4MGBDTAを含むpH7・5のbllf←
 erでの洗滌では遊離しないが,pH5・7以下のburferでの洗滌ではS・R・F・に残っている
 Gal碁1は著明に減少し(0、001μmole/mgpro土ein),pH5.7から6、8のpli域で乙の残存
 Oa'量は急激に増加し,pH7前後の生理的PHでは最大になる(0・O16μm〔)le/mgProtelの
 即ちp115・7ではpH7・5でS・R・F・に結合しているCallliの84%が遊離した。
 (2)Gaイオンを除去した筋小胞体へのCaイオンの再結合
 PH5・7のbuffefで洗うとS・R.F・中のOa廿はほとんど失なわれるので,乙のようなS,
 B.F.をOa什をぬいたS.R.F.(Ca(一)標品〕と呼ぶことにした。Ca←)標IJ、を2℃で一・晩
 中ATP-Mg汁の存在下及び非存在ドで,10弓MCaCl、を含むpH7.5のTris～acetate-
 KOlbufferにincubateした後,0♂」freeの1)H7・5のbufferで4回洗うと,ATP-M崖
 にほとんど関係なく,ほぼ等しい〔〕a含量の復活がみられ,新しくとり入れられたC前ヒはplI
 7、5洗滌標品のCa含量の約79%であった。この場合のGa升結合はpH依存性であり,又
 ATP-Mg什なしでも起る。このようなS.R,F.をOa什を結合させたS.RF.((〕a(+)
 標品)と呼ぶ乙とにした。
 (3)eaイオン除去及び非除去の筋小胞体のATP存在トでのGaイオンのとり込み
 一一般にS、R.F・はATP-M痙軒存在一ドで急速なGa什とり込みを行う乙とが知られている
 ので,Ga←)標品を始めその他の標品について,その1).1mg蛋白量に相当するlillを,10-5M
 セ℃aO12,10mMMgG12及び0、1MKO1を含むpH68の0、02MTrisrnaleatebuffer
 溶液に懸濁させ,2mMATPを加え,10℃,105,400×gで15分間の遠心分離繰作中にC詳
 のとり込みを行なわせた後,その11清のradioactlvityを測定して,ATP存在下でS。KF。
 にとりこま才しるGa什盲tをみた。irltact標∴Aは0.077μmde/rngprotciH又pH7、5洗1條標
 品は0.060μmole/mgprotelnという高いGaとり込みを示すのに反して,Ga(一)標品はわず
 かにODO4μrnole溢ngpmteinである。(〕a(→標品は明らかにOa→ヒとり込みを行い,そのll斐
 は0027μmole/循gproteinである。
 これらの結果から,ATP存在下のOa汁とり込みの際には,S、R.F.標品にCa什がかた
 く結合している乙とが必要であり,又このGa什はS・R・F・が機能を果すのにふさわしい構
 造を保つためにその構造体中に含まれていると考えられる。
 しかしCa(+)標品のGa廿とり込みの回復が100%でない箏実から,それらはATP依存性の
 Ca什とり込みの機能を十分に果すほどもとの構造には戻らず,S,R・F・中にOa+を保持さ
 せないであろうとみなされる。従って,S・B.F・はGa什を除去する操作を受けるとその構造
 は部分的に挺傷を受け,それにOa汁を与えても完全には回復しないとみられる。
 (4)Caイオン除去及び非除去の筋小胞体のATPase活性
 S・R・F・はOa什によって活性化されるMg廿依存性ATPase活性を示すことが知られて
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 いるので,種々のS・R.F.標品について,そのATPase活性を,pH6.8の20mMTris-
 maleatebuffer,1mMMgO12,60mMKGl,10一IMGEDTA,各濃度のOaG12,1mM
 ATI)及びS、R、R(0、05mgpmtein/mDを含む反応液を,28℃で10分間反応させて測定
 した。いずれのS、R.F.標品でもATPase活性は10嘱MのGa廿至適濃度を示し,10嘱M
 OaG]2の存在下で遊離されるPlはmgproteinあたり,i厳act標品で088μmole,pH
 7.5洗滌標品はn4μmole,Ca←)標品は0,56μm〔)le,Oa(→標品は0.52μmoleであった。
 Ga(一)標品でも朋らかにATPase活性を示し,他の標品と同じCa至適濃度を示すので,AT
 Pase賦活に関係するOa什は添加したOa什に依存すると考えられる。
 次にpH7.5のbufferに懸濁した各々のS、R.F、標品を2℃で5日間貯蔵して,10-4M
 GEDTA存在下及び非存在下において,Mg什依存性ATPase活性を測定して,それぞれの
 標品の貯蔵効果を検討した。貯蔵の問にGEDTA無添加でのATPase活性は,intact標品と
 pH7.5洗滌の標品では増大するのに反して,Ca(一)標品とea(+)では減少した。同様の変化は
 GEDTA存在下でもわずかながらみられた。又Oa(一〕標品のATPase活性は調製直後にはかな
 り高いが,(}EDTA存在下において各々の標品の活性は殆んど差異がなかった。Ga←)標品は
 ATP存在一ドでのGa什とり込みがほとんどないのでATPase測定の際に同時に起るOaとり込
 みがなく,従って,(据1)TA非存在下の高い初期の活性を示すとみなされる。
 w結論
 強アルカ1〕牲で蛍光性のGa-Oalcein-complexをつくることに基ずいて,新しくGalcein
 を使用する螢光比色法によるOa廿の微量定量法を設定したが,乙の方法によってO.8μgから35
ザ
 μgの範囲のOaが測定できた。乙の方法を適用する際には,微量のOa汁の混入を防ぐことが
 必要であるが,」≒序するMg廿の影響をうけず,兎骨格筋のsarc`)plasmicreticulumrragm㎝し
 (S・R・F.〕中のCa含最の測定に十分に適用しえた。
 S・R・F・中のOa含lltは¶z均0・07μm・1MngPr・tell・であり,S.R.F、をpH7.5のTris-
 acetate-KGlb[1fferで41[]1洗うと,その約2/7は洗滌後のS.R.F,に残った。乙0)Oa什は
 はpH5・7のa㏄tate-KG!bufferでほとんど洗い流されるが,GEl)TA添加のpH7.5のbuff-
 erでは洗滌されない。即ちpH7、5で遊離するGa什とpH5.7で遊離するOa廿に分けられ,前
 者はゆるやかに,後者はかたく結合しているOa“+とした。pH5.7洗滌のS,R.F,標品にea什
 を加えると再びOa廿が結合して,ほとんどもとのCa軒量に回復した。
 ATP存在下でのGa廿とり込み1ま,・a騒醐合さ凱S、R、E翻でintact標品やpl1
 75洗襯1[『1と「lll様に行なわオしるが・pH5・7撒でGa什を除し・た標品ではみられない.即ち,
ぜ
 ATP依存性のCaと1)込みにはかたく結合しているea什の存在が必要である乙とを認めた。
せ
 己れに反して,Mg依存性のATPase活性はいずれのS・RF・標品でも認められ,いずれの
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 標品でも10吋MGa升で最高活性を示し,Mg什依存性のATPase活性には,かたくS.R.F.
 に結合しているGa什は必要ではなかった。各々のS.R.F.標品を貯蔵するとGa-attenuation
 をうけた標品はいずれもATPase活性が減少するのに反して,intactの標品やpH7、5洗滌の標
 品は逆にその活性が増大した。乙の事実からもかたく結合するOa什は構造的なGa汁として,ゆる
 やかに結合しているGa汁と区別しうる乙とを認めた。
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 論文審査結果の要旨
 筋肉の収縮弛緩に重要な役割りを持つGa什の細胞体内での行動を制御しているのが鰯小胞体で
 ある。乙の制御機構には現在不明の点が多い。乙の点を明らかにする一つの方向は筋小胞体自体と
 Ga什との関係を明確にする乙とである。現在筋小胞体にもある量のOaが含まれており,その一
 部は固く,一部は緩かに結合していると考えられているが,その実験的根拠は極めて不十分である。
 乙の点を実験的に明らかにする目的で行われたのが本論文である。
 在来のGa微量定量法はいずれも欠陥があり,本実験には適さない乙とが判明した。安川は新に
 金属指示薬calceinのOa-complexの発する蛍光を利用し,適当の条件の下では0.8～3.6μg
 ヤぜ
 Oaの範囲内では蛍光の強さはGa濃度に対し直線的に増加する乙とを確め,新なGa微量定量
 法を確立した。乙の方法の確立により以下の実験が可能になったのである。
ザ
 筋小胞体中のGa斌は平均0・07μmo1αfhg蛋白質である。このOaの小胞体中での結合の強さを
 測るため洗滌効果を調べた。pH7、5緩衝液では含まれているOa昔の5/7は4回の洗滌で洗い去
 られるが,残りの2/7はGEDTAを含むpH7.5の緩衝液でも遊離されず,pH7.5の緩衝液ではじ'
 めて,ほとんど遊離する。乙の2/7に当るCa廿の結合はかなり強いもので,一度離れた後は外
 部よ1)Ga什を与えても完全には元のように恢復しない。
 一方筋小胞体はMg粋,ATP存在の下ではOa廿を積極的に取り乙むものである。この場合,種
 種の実験の結果,小胞体中の2/7に当るGa廿の存在する乙とがOa什取り乙みに必要条件であ
 る乙とが明らかにされた。また筋小胞体の有するMぎ一ATP&se活性自体はこの2/7に当るGa什
 の存否に関係なく,外囲の〔Oa什〕にのみ左右される乙とも確認された。
 以上の結果から小胞体中のOa什の2/7は筋小胞体が機能を営むために必要な構造を維持する
 のに役立っているものであり,残りの5/7のOa什は直接構造に関係なく,極めてルーズに結合
 しているもので,作用的のものであろうとの結論に達した。
 安川の乙の研究は筋小胞体の働きについて一新知見を加えたもので,乙の方面の研究発展に寄与
 すると乙ろは大きいと考える。よって安川恭子提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認め
 る。
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